







学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
もん ま なお た




























































































第三 章PC結 合領 域 に存在 す るTrp177、Arg198両ア ミノ酸 残基 置換 体 の解 析
当 研 究 室 と工 学 部 の 樋 口 研 との 共 同研 究 に よ り、 蛍 光 ラ ベル され た 毒 素 分 子 の
Fluorescenoeresonanceenergytransfer(FRED解析 に よ り γ一ヘ モ リジンの2量 体
か ら膜 孔 形 成 に いた るオ りゴマー の検 出 が可 能 とな った。当研究 室 のバ ナ ンが 開発 し
た、LukFのSer45とHlg2のLys222をそれぞ れ異 な る蛍光 色素 で ラベ ル し、励 起 光
放 射 時の 色素 間 の エネル ギ ーの 受 け渡 しを観察 す る方 法 を応 用 してPC結 合部 位 の 変
異 体 の解析 を行 った。PC結合領域 に存在 す るア ミノ酸残 基 の膜 孔 形成過 程 へ の影響 を
解 析す るた め に、赤 血球 崩壊 活性 をま った く示 さず 、また 人エ リン脂 質DiC3pcへの結
合 も示 さな い、Trp177、Arg198両残 基 をThrに置 換 した 変異体(W177T/R198T)にSer45
→Cysの変異 を導 入 し、Rhodamineラベ ル した変 異 体 を構 築 した 。 この ラベル され た
変異 体 とIC5でラベ ル され たHl92で処理 した赤 血球 膜 にRhodaminenの励起 光 、532nm
を 当て た と きのlC5の蛍光 波 長650～690nmをFRETとして検 出 した 。その結 果 、Wild
typeとほ ぼ 同様 なFRETが観 察 され 、この 変異 体 が2量 体 、4量体 、及 び6,あ るいは
7量体の 形 成能 を有 して い る こ とが 示 され た(Fig.4)。解析 の結 果 、2量 体 及 び4量 体
の形 成効 率 はW日dtypeとほ ぼ同 じ値 を示 すの に 対 し、6,あ る いは7量 体 の形 成効
率が 約1/6に低 下 していた(Fig.5)。また、Wildtypeで膜 孔 ク ラス ターが 観察 され る
1000倍量 のLukF、田g2で 赤血 球 を処 理 して も、 この 変異 体 は膜 孔 ク ラス ター を形 成

























































以 上 の結 果 か ら、 γ一ヘ モ リジ ンの 赤血 球 崩壊 の モ デ ル を提 唱す る(Fig.13)。LukF
は、 まず 底 面 に位 置 す るY72,W257,F260などの ア ミノ酸 残基 で赤血球 を認 識 、結 合
し、Hl92との2量 体 、4量 体 を形成 し、PCへの結 合 をへ て7量 体 を形成 し、DRMドメ













②LukFの赤血球膜へ の結合 が後 のHIg2の効率 的な結 合に重要
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コ レステ ロー ル
ス フィンゴ脂質





・コ レステ ロー ル、ス フィンゴ脂質に富む ドメイ ン構 造
・GPI結合蛋白質 な どの一群 の蛋白質が集積
・TritonX-100などの非イオ ン性界 面活性 剤に対 して不 溶性
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論 文 審 査 結 果 要 旨
黄色 ブ ドウ球菌は ヒ ト及 び家畜の病原菌 であ り,感 染 時にお ける病巣での発現 に重要生 育及 び病原
性 な役割 を担 うことが推測 され る様 々な病原 因子 を産生す る。細菌感 染症 に対す る有効 な治療法 と し
て抗生物質や抗 菌剤 が広 く用い られて きたが,近 年,耐 性 菌の出現に よ り抗生物質抗菌剤 に よる治療
の限界 と問題 点が提唱 されてお り,MRSA(メチシ リン耐性黄色ブ ドウ球菌)はその典型的な例 であ る。
病原 因子 の詳 細な研 究 は,細 菌 の死滅 を 目的 とす る抗 生物質治療 に変 わる,細 菌 の病原性 のみ を無毒
化す る新 たな治療法 の開発 に結びつ くもので ある。
黄色 ブ ドウ球菌 の産生す る赤血球崩壊毒素 γ一ヘ モ リジ ンはLukF(34kDa),Hlg2(325kDa)から
なる2成 分性 の膜孔形成 型赤血球崩壊 毒素 であ り,LukFの赤血球膜へ の初発 の結合 がそ の後 のHlg2
の効率 的な結 合 を促 し,両 成分か ら成 る複 合体膜 孔 を形成す るこ とが明 らかに され てい る。 さらにX
線結晶解析か らLukFの立体構造 が明 らかに され,生体膜 主要構成成分 であるphosphatidylcholine(PC)
と結合 す るこ とが予想 されて いる。 これ までLukFの構 造 と機能 について研究 が行 われて きたが,γ
一ヘ モ リジ ンの高い血 球認識 を規 定す るLukFの赤血球膜 へ の初発 の結合機構 の解 明は,レ セ プ ター
の同定 と共 に本毒素 の作用機構の全貌 を解明す る上で大 きな課題 で あった。
本博 士論文 では,γ 一ヘモ リジンの血球 認識機構 に注 目 し,毒 素 タンパ ク質 の構造 と機 能 について、
の詳細 な研究 を行 ってい る。 さ らに,標 的細胞 であ る赤血球膜 の構造 に着 目し,血 球崩壊 毒素作用機
作 の新 たな概念 を提 唱 してい る。最初 にLukFの推 定膜 結合領域 を構 成す るア ミノ酸残基 に関 して ア
ラニ ンスキャ ンを行 い,赤 血 球膜 との結合 に重要 なア ミノ酸残基 を同定 した。 さらに,LukFとPCと
の結 合に重要 なア ミノ酸残基 を 同定 し,PCへ の結 合が赤血 球崩 壊活性 た重要で あ り,赤 血球膜 への
特異的 な結合 には関与 しない ことを証明 してい る。
次 に,LukFとPCとの結 合 につ いて注 目し,Fluorescenceresonanceenergytransfer(FRET)を用い
て,γ 一ヘ モ リジ ンの膜 孔 中間体 の検 出を行 い,PCと の結合 が膜 孔形成 の最終段 階に重要 であ るこ
とを証 明 している。その結果 か ら,LukFとPCとの結合 が膜孔形成 の引き金 になる可能性 を指摘 して
お り,一 連の膜孔形成過程の 中でPCと の結合 が関与す るステ ップ を特定 した ことは重要である。
さらに,γ 一ヘ モ リジ ンの人工脂 質二重膜 リボ ソー ム崩壊活性 か らコ レステ ロール の重 要性 を示唆
し,赤 血球膜上 の コレステ ロール が γ一ヘモ リジ ンの赤血球崩壊活性 に重要で あるこ とを指摘 してい
る。 また,コ レステ ロール が生体 膜 ドメイ ン構造 の核 とな ることか ら,γ 一ヘモ リジ ンが これ ら ドメ
イ ン構造 を認識す る可能性 を考 え,シ ョ糖密度勾配遠 心に よる分画 によ り,γ 一ヘモ リジ ンが これ ら
ドメイ ン構造 を認識 す ることを明 らかに している。また,γ 一ヘモ リジンの膜孔形成過程 が この ドメ
イ ン構造上 で進行す る可能性 を指摘 してお り,γ 一ヘモ リジ ンの血 球認識機構 に新 たな概念 を提 唱 し
てい る。
以上 のこ とか ら審査員 一同は,本 研 究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るのに値す るもの と認 定 し
た。
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